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【研究目的】SUMO(Small Ubiquitin-like Modifier)はユビキチンと類似した構造を有する真核生物間で高
度に保存された翻訳後修飾因子である。ユビキチン化とは異なり、SUMO化はタンパク質の活性及び局
在の変化などに関与する。SUMOは成熟化酵素によりGG末端が露出するように切断され、E1活性化酵
素、E2結合酵素、E3リガーゼを介することで標的タンパク質のリジン残基にイソペプチド結合する。分
裂酵母では、SUMOをコードするpmt3+遺伝子の欠損によりテロメアが伸長することが報告されている。
テロメアは染色体末端を保護する役割を持ち、テロメアリピートとその配列に結合するシェルタリン複
合体などから構成されている。先行研究により、分裂酵母シェルタリン複合体の一つであるTpz1が
SUMO化を受けることが報告されており、Tpz1のSUMO化を消失させた(tpz1-K242R)株ではpmt3破壊株と
同程度にテロメアが伸長する。Tpz1はシェルタリン複合体の中で1本鎖及び2本鎖DNA間の架橋構造形成
の一旦を担っている重要なタンパク質である。本研究では、Tpz1のSUMO化に必要とされるSUMO化修
飾酵素が染色体上でどこの機能領域に多く局在し役割を果たしているのか解析を行った。 
 
【実験方法】クロマチン免疫沈降(ChIP assay)法を用いてSUMO化修飾酵素と結合するDNAを調整した後
に、染色体上のテロメア領域(tel)、ヘテロクロマチン領域(dg, dh)、セントロメア領域(cnt)、コントロー
ルとしてのリジン領域(lys1)に対するプライマーを使用することでそれぞれの修飾酵素の局在を定量
PCR法(qPCR)により定量した。通常、野生株ではテロメア長が0.3Kb付近だが、テロメアが1Kb以上に伸
長する変異株では、プライマーが結合するサブテロメア領域から標的とするテロメア結合タンパク質と
が離れすぎているためChIP-qPCRでは正確に定量できないことが報告されている。そこでDot Blot法によ
りChIP assayで得たDNAをメンブレンに固定化し、テロメアDNAに相補的なプローブを用いて得られた
DNAの定量を行った。プローブの標識にはアルカリフォスファターゼ標識システムを使用した。 
 
【実験結果と考察】E1活性化酵素(Fub2)は今回検証を行った全ての領域において明瞭な局在は確認でき
なかった。Fub2は核内に局在することが報告されているが、今回の結果からは検証した領域以外に結合
する、もしくは染色体には結合しないことが示唆される。E2結合酵素(Hus5)の解析では、免疫沈降がほ
とんど行えていないために、qPCRによる増幅をほぼ確認することができなかった。そのため評価に値す
る結果は得られていない。分裂酵母のSUMO化に関わるE3リガーゼはPli1とNse2があり、Tpz1のSUMO
化にはPIAS型のPli1が主として働くことが先行研究により明らかとなっている。Pli1とNse2の局在を検
証した結果、cnt, dg, dh, tel領域に多く集積し、中でもtel領域には特に多く集積していることが確認でき
た。そこで、Pli1とNse2のテロメアへの局在がtpz1-K242R株では変動するのかを検証した。その結果、
Pli1とNse2はTpz1のSUMO化の有無に関わらずテロメアに局在していることが示唆された。さらに、Pli1
のテロメア局在が、細胞周期のS期後期からG2期にかけて増加する結果を得た。このタイミングはTpz1
がSUMO化を受けるタイミングと一致していることから、Tpz1のSUMO化はE3リガーゼであるPli1によ
る時空間制御を受けている可能性が示唆された。また、Dot Blot法を用いたテロメアDNAの定量におい
て、まずコントロール実験としてテロメア領域を有するプラスミドをメンブレンに固定化し定量解析を
行った。その結果、テロメアDNAのシグナルを10pg前後まで感度よく検出し定量することができた。そ
こで、qPCRでは正確に定量できないテロメア過剰伸長株からChIP assayにより調整したDNAを用いて
Dot Blot法で検証を行った。その結果、テロメアDNAのシグナルを検出することができたが、再現性を
得ることができなかった。故に今後さらに改良する余地がある。 
